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要 旨 
Alkaline phosphatase (AI-P)の電気泳動法は種々の支特体が使用されている。中でもセル
ロース・アセテート膜は捷用における簡便性から昌常検査法として広く利用されている。著
者も Titanill-1so (セルロース・アセテート)膜を喪思し， pNPP/P挺 P比の澱定を平行して
実態してきたが，電気泳動上で小腸型 AI-Pisozymeが霊位であることを示し， p抗 PP/PMP
比はその存在を否定するデータに遭遇した。 その矛遣を解明するため種々の検討を行なった。
その結果， この現象は寒天ゲノレを支特{本とした場合は詮撞寄りに易動し， 小腸型とは明らか
に区別できたことからセルロース・アセテート膜特有の現象であることが判明した。一方， 
pNPP/PMP比辻小腸聖 AI-Pisozymeに惑度が高い特性を宥していることから， Ij、腸型以外
の特異な isozymeの存在を想定しカラムグル譲退を実施したところ，通常の肝 (II)型より分
子量がやや大きい分画が得られた。 Al・Pの姐のたんぱく質との複合体を想定し酵素一免疫電気
泳動を実施したところ， この AI-Pは 19G(え)結合 AI-Pであることが判明した。免疫グロ
プリン結合 AI-Pについて辻値にも報告が晃られるが， 今回の剖詰セノレロース・アセテート摸
上では小腸型 Al-P isozymeと区別がつかず， pNPP/PMP比とのデータのくい違いにより発
見されたもので砲に例が令い。以上のことから二基質問時測定法による pNPP/PMP比は小腸
聖 AI-Pisozymeの決定的な同定法となる確註が得られた。 
Key worむ: 二基質問時期定法， 19G結合アルカ Pホスファターゼ，欝素免疫電気泳動
略語一覧: 	pNPP: p-nitrophenyl phosphate，PMP: phenolphthalein 
monophosphate，19G: 1mmunoglobulin G 
定法による1]の存在を示し，一方，二基質毘持7szyme。 
序文 pNPP/PMP比では小勝型 isozymeの存在を否定する
免疫グロプリン結合 Alkaline phosphatase の存在 結果を得た。その矛盾の解明を目的として種々の検討を
に関してはすでにいくつかの報告がある1・6)。今回著者 行なった。 その結果， Ti tan II -1soで小腸型と判既さ
は胃癌で肝転移をした 1症到において，吾常使用してい れたものは 19Gと結合した免疫グロプリン結合 AI-P
る TitanIII-1soセルロース・アセテート膜を支持体と であることが判明したので，その検討方法および結果に
した AI-Pisozyme電気泳動では肝聖および刀、腸型 1S- ついて報告する。
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実験材料および方法
1. 化学物質および材料 Phenolphthaleinmono-
phosphate (以下 PMP): Sigma Chemical Co.，p-
Nitrophenyl phosphate (以下 pNPP):和光純薬工
業， EDTA (tetrasodium salt) :関東化学， Ultrogel 
AcA 34: LKB-Producter AB，τitan ill-Iso Cellu-
iose Acetate Plates: Helena Laboratories，CEL-
LOGEI (セルロース・アセテート摸):生化学工業，寒
天グノレレブ。レー ト (AI-Phos. Isozyme-Test明Tako): 
和党結薬工業， Neuraminidase: Boehringer Mann-
heim GmbH，特異抗血清抗 IgG，技 IgA，抗 Ig1¥在，
試 19D:Hoechst，抗之鎮，抗z鎖血清 :DAKO社， 
f自の化学物実はすべて和光純薬工業から入手した。 
2. 試料生化学検査室に提出された当該患者血液
のうち車清を試料として使用した。対照として用いた試
料は文献8で記述した藤器抽出酵素および電気泳動法に
より選別した各種 AI-Pisozyme rich seraである。 
3. 機器 日立-124型恒温セルホルダー持ダブル
ゼーム昌記記録元軍分光光震計(日立製作所)， LKB 
8600 Reaction Rate Analyzer (LKB-Producter AB) 
甫 
4. 試薬 a.Z1P ZONE Phosphatase Isozyme 
Kit (Helena Laboratories). b. AI-Phos. 1sozyme-
Test Wako (和光純薬工業)0 .c Alkaline Phospha-
tase Test opt (Boehringer Mannheim GmbH). 
5. 操作法 pNPPjPMP比の誠定歩耐熱性試験，陸
害実験における AI-P活性の関定における操存法は文献 
9に報告した方法に従った。 AI-Pisozymeの電気泳動
はそれぞれのメ}カ}の指示書に従って実方をした。カラ
ムゲノレ議過の条件は図 6に付記した。
対象患者靖璽 
68議男性，車液型B群 Rh D (+)。 
1977年 8月より護請出現， 近塁に受診したがま子転せ
ず， 更に高下肢に浮腫が出現した。 7月末から微熱持
続。 10月未来読，貧血，好機能異常を指揮され， 11月に
胃癌発見。診斯:胃癌， )j干転移(+)，骨転移(-)。
主な臨床検査データ:WBC: 5，900， RBC: 304x 
104，Hb: 7.1gjdl，Ht: 23.3， TIBC: 376pgjdl，Fe: 
37pgjdl，CEA(Roche) : 4.0ngjml(N : 2.5以下)， αFP 
: 62ngJml (N : 20以下)， HBsAg: (一)， HBs 
Ab: (一)， TP: 7.5gjdl，Alb: 3.5gfdl，T. Chol: 
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Fig. 1. Electrophoretic zymograms of AI-P isozymes on three 
types of supporting medium. 
Patient sera were compared with the enzymes extracted from 
human organs on the three kinkds of supporting medium for ele-
ctrophoresis. 1t was shown that the sera contained intestine-type 
AI-P isozyme on the cellulose acetate membrane. By contrast，no 
intestine-type AI-P isozyme was demonstrated on the agar gel. 
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214mgfdl，Glucose: 105mgfdl，UN: 10mgfdl，UA: 
4.4担 gfdl，p: 3.3mgfdl，Ca: 8.6田 gfdl，T.T.T. : 7.6 
U (N: 0~5.5) ， ZnTT: 15U (N: 2 ~10) ， GOT: 
42KU (N: 14-40)，GPT: 17KU (N: 5 ~30) ， Al-
P : 29KAU (N: 2.7"-'10)，LDH: 414WU (N: 93--
215)， LAP: 491じ(封 : 20~43) ， T. Bili. O.lmgf 
dl，AI-P isozyme :肝(1) 18%，肝(II)，骨 (m)39 
弘，小揚 (V)43%，pNPP/PMP比:3.80 
実験或績 
1. AI-P isozyme電気泳動函 1は3種類の支持体
を使用した場合の電気泳動一酵素染色による zymo・ 
gramである。留の右上は最初に使用して発見の系口と
なった Titanill-Isoセルロース・アセテート膜で，H莫，
の一端および下端辻対象として用いた小腸粘膜抽出酵
素，それらにはさまれた 6試料は今回の対象となった患
者血清で，採取日の異る同一患者試料である。密からも
明かな様;こバンド揺は多少志くなっているが，小揚型と
殆ど区別のつかないバンドが覆{立を占めている。右下は
誼のセノレロース・アセテ}ト摸である CELLOGEL
を使用した場合の zymogramで， 各種臓器抽出酵素と
対比して泳動したものである。最上端の患者血清の右搭
のパンドと 2段呂の小腸抽出欝素のパンドは Titan 
m-Isoと詞様にj茸ーの易動疫を示している。左端の 2枚
は Sephade:xを添加した寒天グルを支持体とした場
合の zymogramで肝および刀、腸抽出酵素と対比して泳
動したものである。この支持{本では当該患者血清の問題
となったパンドは小腸型酵素とは異り原点寄りに易動度
を有し， セルロース・アセテート嘆の椀とは異うてい
る。 
2. L・フェニjレアラニンによる陸害実験函2比患者
重工法の L-フェニルアラニンに対する思害の謹震を臓器
抽出酵素を対照試科として用いて図示したものでまう
る。対東試料はいずれも牛アルブミンを 5g/dlの割合
に含む試科とし， incubationの条件は AI-P活性測定
に LKB8600 Reaction Rate Analyzerを住用したこ
とから370C15分とした。以下の化学的題害荊に対する
実験はこの条件で実施した。圏からも明かな様に患者血
清は月干および骨抽出酵素に近い性質を示している。 
3. 環素による姐害実験菌3は尿素による阻害の程
度を臓器抽出酵素を対照試料として比較したものであ
る。 この場合は 2.0mmol(1まで辻胎盤抽出欝素に類似
しているが> 4.0-5.0mmol/lでは肝および骨抽出酵素
に近説している。 
4. EDTA による姐書実験図4は患者血清につい 
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Fig. 2. Inhibition of AI-P activity by L-phen-
ylalanine. 
Residual activity was measured by use 
of the LKB主eactionrate analyzer. En-
zymes e:xtracted from human organs 
were used as control samples. Each 
enzyme was disolved in 5gjdl of bov-
ine serum albumin. All samples were 
incubated with L-phenylalanine in 1.0 
mol/l of diethanolamine (DEA) bu-
ffer solution (containing 0.5mmol/1 of 
MgCh) for 15 mInutes at 370C before 
determining % residual activity喬
て EDTAによる阻害の謹度を臓器抽出酵素を対照試料
として比較したものである。この場合は小腸抽出酵素と
明確な区間はつけ難いが，肝および、骨抽出酵素に近似し
た性資を示している。 
5. 酎熱性試験函 5は著者が前報告〉で実誼した耐熱
性試験の結果iこ当該患者血遣の耐熱;生試験の結果をプロ
ットしたものである。留からも明らかな様に患者血清の
減衰曲線は肝 richserum ~こ近仮した結果を示してい
る。
患者血清および肝 rich serum に付した t1/2は 
Whitakerらの報告15)に従って計算した肝型 lsozyme
の樹熱性試験による半減期(単位:秒)である。いずれ
もWhitakerらの報告した456土90秒の範囲内に入って
おり好型 AI-P isozyme優位を示唆する結果が得られ
た。 
6. Neuraminidase娃理の彰響小腸型 AI-Pis-
ozymeは neuraminidaseで処理した後に電気泳動の
易動震が変化しないという報告があるわことから，患者
虫清について処理前後の易動度を寒天ゲ、ノレ電気泳動で、検
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Fig. 3. Inhibition of AI-P activity by u主ea. 
Experiments were done under the sa-
me condition as that used in Fig. 2 
except for the addition of urea. 1t was 
shown that the serum had a characte-
ristic similar that of liver or bone-type 
in the urea concentration of 4.0 to 
5.0mol/l. 
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Fig. 4. Inhibition of AI-P by EDTA. 
Experiments were done with the same 
condition as that for Fig. 2 except for 
the addition of EDTA. Itwas shown 
that the serum had the same charact-
eristic as that of liver or bone-type Al-
P. However it was not clearly distin-
guished from the intestine-type AI-P. 
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Fig. 5. Comparisons between AI-P isozyme ri-
ch sera and patient serum by heat st-
ability test. 
t1/2:half life in second by heat stabil-
ity test. It was shown that the patient 
seru担 hadthe same characteristic as 
the liver-type AI-P rich serum. 
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Fig. 6. Fractionation of AI-P by column gel 
chromatography. 
gel: Ultro GEL AcA 34 :gel bed: 2.5 
X lOOcm; elution bu韮er;50mmol凡な is-
HCl bu五er，pH 8.0 containing 1X 10・5 
mol/l of ZnCb and MgCb; sample vo・ 
lume: 1.5ml of patient's serum; elut-
ion speed: 18ml/hr; temperature: 
40C. A fraction B which has a higher 
molecular weight relative to the ordi-
nary liver-type I AI-P isozyme (frac-
tion C) was obtained by gel chromat-
ography. 
討を行ったところ，処理後の試料は処理詰と異り完全に
原点に止り易動度に大きな変化を生じた。血清とは試料
の性費は異るが牛アノレブミン加(5 g/dl)臓器抽出酵素
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Fig. 7. Enzyme-immunoelctrophoresis of patient whole seru毘 and 
fraction B from gel chromatography. 
For both patient whole serum and fraction B，AI-P was 
stained on the precipitin are corresponding to IgGよ
について同様の実験を行ったところ， J干は処理後原点に
止まり，骨，胎盤は処理後易動度が抵下し，小勝は易草寺
度は不変であった。 
7. カラムによるゲル譜過図 6はじltrogelAcA 
34を用いたグJレ諸過のパターンである。函中実線は患者
血清の AI-P活性パターンで，点線は患者血清たんぱく
の280nmにおける吸光震を示している。 また一点鎖線
は対照として用いた肝型 AI-Pisozyme rich serumの 
AI-P活性バターンである。患者血清の AI-P活性は 
A，B，C 3つの分画が認められているが， 対照試料で
は主として A，C分画が存在していることを示してい
る。各分画をそれぞれ電気泳動で検討したところ， A分
画は通常の肝(1)型 AI-Pisozymeで高分子 AI-P
であり， C分画は通常の肝 (II)型 AI-Pであることを
確認した。また3分匿は霊気泳動上今回の特異なパンド
に相当することが判明した。 
8. 酵素免疫電気泳毒 菌 7は患者血清とゲル譲過に
より持られたB分画の濃縮試料について免疫詠動を実越
し AI-P染色を行った結果である。図 7上段は患者全血
清を用いた場合の結果で， IgG，えの沈降隷上に AI-P
活性が認められている。下段は B分酉の濃縮試料の結果
であるが，患者全忠清と毘様の結果を示している。 
9. 結合している酵素の種類 IgGに結合している 
Al-P isozymeの種類を推定するため下記の様な間接的
手法により検討を行った。患者血、清と抗 IgG車清を混
和 (1: 5)して一昼夜冷蔵庫中で cold incubation 
を行うことによ!? IgG技原抗体複合物を沈殿させて遠
心分離した。上清 (sup 1)を分取した後， 沈殿物の 
pHを3.5として(グジシン-HCl緩賓液， pH 3.5を添
加) Al・?を解離させて冷生理食塩水で洗持した。この
沈穀物にそれぞれ別々に一定活性の肝，骨，胎盤，小
腸抽出酵素を加えて coldincubation (4oC，2時間)
した後遠心分離した。 sup1および騒器姑出酵素を加え
たそれぞれの試料の上;青 (supII)の AI-P活j佳を概定
した。対照として患者原車清じ通営の血清を同一操作
で行ったものを用いた。その結果， sup 1では AI-P活
性誌患者血清において原車清の約 50%の活性誼となり 
IgGと共沈していることを示唆する結果を得た。 sup豆
では患者血清において好抽出酵素を加えた例で AI-P活
性誌約20%抵誼となり， AI-Pの一部が IgGと結合し
ていることを示唆する結果が得られた。しかし，骨，胎
盤， ，、腸抽出欝素については誤差の範囲内で、変佐はみらJ
れなかった。
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考察 
Al-P isozymeの分画には主として電気泳動法が患い
られ種々の支持体の痩用が試みられている。日常検査法
の支持体としてはセルロース・アセテート摸が比較的取
り扱い易く，特に Titan ill-Isoは一枚の摸 (79X60 
mm)で同時に 8試料を泳動することができることから，
著者は日常検査としてこの膜を費用するとともに二基質
問時棋定法ωを補助的手法として伴用してきた。二基費
詞持鵠定法は静にふ腸型 Al-P isozymeにおいて著し
く抵い pNPP/P詰 P比を与え，小腸型が 10%以上存在
すれば十分検出できる特徴を有している汽今屈の痘
剖では Titanill-Isoで電気泳動上小腸型 Al-pisoz・ 
ymeの存在を示しているにもかかわらず， pNPP/PMP 
比ではその存在を否定するデ}タが得られた。他の支持
捧を使用してみると CELLOGEL(セルロース・ア
セテート摸〉では Titanill-Isoと同じ額詞を示し，寒
天グル支持体ではこの特有のパンドは対策とした小腸
粘膜抽出静素より陰極量1 (slow s)に易動震を有した。
このことからこの現象はセルロース・アセテート膜に特
有のものと考えられた。
その矛盾の原因を解明するため Al-pの性質に関する
種々の基礎的検討を行った。 L-フェニノレアラニンによる
阻害は胎盤型，小腸型 isozymeにおいて著しいと考え
られているが143，今回の実験から患者血清泣小腸型とは
異なる性費を示した。尿素による阻害については胎盤
型，小腸型に比較し肝型，骨型において大きいと考えら
れているが14L 患者血請は尿素の抵濃度(2.0mmol/l以
下〉で胎盤型と類似した性質を示したが，高濃度(4.0-
5.0mmol/l)では肝型および骨型に近鋭していることか
ら小腸聖が擾位であることは一志否定してもよいであろ
う。 EDTAによる阻害は野型，骨型において特に著し
く小腸型も比較的障害されると考えられているがω，今
回の実験でも小腸型とは明確に区別できないとしても患
者血清は好型および骨型と一致した性質を有していると
いえる。これらの化学的陸害剤に対する挙動からは，こ
の患者血清は小腸型 AI-P isozymeが憂{立に存在する
よりもむしろ肝型または骨型 AI-P isozymeが優泣に
存在する可能性が示唆された。
耐熱性試験では患者皐清を各蓮 AI-Pisozyme rich 
seraと比較したところ，立干 rich serumとほぼ近{試し
た性質を示した。 Whitakerら15)は56:t0.OlO C におけ
る謝熱性試験の 15分僅および 25分値の結果から許型 
Al-P isozymeの熱による半減期は 456:!:90秒であると
報告しているお〉。著者の肝 richserumと患者血清を用
いて得られた半減期はそれぞれ 409秒， 417秒となり 
Whitakerらの結果の範囲に入ることから，耐熱性試験
でも患者怠j警は肝型 Al-P isozymeが優位に存在する
可能性が示唆された。
通常 L-フェニノレアラニンに対して阻害を受けるふ腸
型 AI-Pisozymeは mucopolysaccharide中の末端の
シアル援をお水分解をする Neuraminidaseによって影
響を受けず，震気泳動上の易動度も処理前後で変色しな
いといわれているがT〉，著者の実験でも患者車靖は ne・ 
uraminidase処理後は原点に止ま担易動度の著しい変
色を示し，一方対象として用いた臓器抽出酵素では肝
型は患者血清と全く同ーの挙動を示して小腸型詰易動度
の変化がみられなかヮたことから小腸型 AI-Pisozyme 
が優{立に存在する可語性は否定できると考えた。
以上の結果から肝型 AI-P isozymeが他のたんぱく
質と複合体を形成している可能性を想定してカラムグル
寝返による分画を試みたところ，通常の肝 (n)型より
も分子量が大きい分画 (B分画)が拝られ，この分画が 
Titan ill-Isoにおける小腸型と判断されたパン Fに棺
当することを確認した。通常の肝 (n)型の分子量につ
いては 180，000という報告があるが16L 著者のグル議過
による実験〈匿 6)から得られた肝 (n)型 isozyme
に桔当する C分画と controlの AI-P活性のピークが
7Sに相当するたんぱくのピークと丘ぽ近似しているこ
とから， C分画は2干(豆)型 isozymeと考えてよいで
あろう。一方， B分酉はC分画とオーパラップはしてい
るが明らかにピ}クを異にすることから比較的分子量の
大きいたんぱくすなわち免疫グロプリンの結合を想定し
た。患者全血清および、ゲル濃過によるこの特異な分画 
(B分霞)について酵素免疫電気泳動法を実擁したとこ
ろ， IgGゅの沈静隷の位置記 AI-P活性が見られた
ことから電気泳動法と二基質詞時潤定法の pNPP/PMP
比の間の解離の原因ほ患者血清中の AI-Pの一部が IgG
と結合していることによることが立証された。ゲルt1重
過の結果の上からも分子量約 150，000の IgGと分子量 
180，000の Al・Pの結合体が存在しても矛君はない。 
IgGに結合している酵素の謹類については，ゲ、ノレ漉
過による B，C分画が近接し，しかもオーパラップして
いるために各分画を純粋に分離できなかったことと，利
用できる試料量に制捜があったことから間接的な方法に
よる外はなかった。 したがって肝霊 AI-P isozymeが
結合していたことを推定するに止まった。以上のこと
からもニ基質時時測定法は Al-P isozymeの分別にお
いて小腸型 isozymeの決定的な同定注となる確証を得
た。
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講を終るにあたり御指導，榔校関を賜った千葉大学涯
学部降矢震教授，終始多大の郷後援を頂いた三井記念痛
読中央検査部長清甑謂博土に淳く御申礼し上げます。本
研究の一部辻厚生省ガン研究助成金 (55-27)により行わ
れた。その内容の概蜜は昭和53年第25回臨床窮理学会誌
会に発表した。本論文は学位審査論文である。 
SむM班ARY 
Various supporting media are used for the 
determination of alkaline phosphatase (AI-P) 
isozyme in electrophoresis. Among them，cel-
lulose acetate membrane is currently used in 
the routine laboratory study because it is simple 
to handle. The author has been using a Titan 
m-1so (cellulose acetate) plate as a supporting 
medium concurrent wIth the determination of 
pNPP/PMP ratio as a supplement. Unsuspected 
data were obtained which suggested the exist-
ence of Intestine-type AI-P isozyme by electro-
phoresis but not by the pNPP/PMP ratio. To 
explain the discrepancy，an investigation was 
carried out. It was subsequently found that 
this phenomenon occurred when CELLOGEL， 
one kind of cellulose acetate，was used as a 
supporting medium，hut not with agar gel. 
Therefore，this phenomenon was peculiar to 
cellulose acetate membrane. Since the intes-
tine-type of AI-P isozyme is detected sensitively 
by pNPP/PMP ratio，further study was conduct-
ed using column gel filtration to demonstrate 
another unusual isozyme suspected. 
As a result，a fraction which has a higher 
molecular weight relative to the ordinary liver-
type 1 AI-P isozyme was found by gel五ltra-
tion. This fraction contained AI-P bound to 
IgG幼 whenstudied by enzyme-immunoelectro-
pho主esisexpecting an AI-P bound to other pro-
teins. AI-P bound to immunoglobulin has been 
reported by several investigators previously. 
However，there has been no report on a similar 
case showing the same migration as the intes-
tine-type AI-P isozyme on cellulose acetate 
membrane. 
1t was concluded that the pNPP/PJ¥在Pratio is 
one of the most useful too1s for the identi五ca-
tiO!l of intestine-type Al-P isozyme. 
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